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研究成果の概要（和文）：我々は、M細胞に分化したウシ腸管上皮細胞株より細胞内小胞を回収してLC-MS/MS解
析を行い、プリオン蛋白に結合する解糖系酵素アルドラーゼAの同定に成功した。プリオン蛋白が腸管上皮M細胞
より分泌されたアルドラーゼAと結合して輸送小胞へと取り込まれることが、プリオン侵入に必須であることを
発見した。TALEN法によってアルドラーゼAをノックアウトしたMIE細胞によって取り込まれたプリオン蛋白結合
蛍光ビーズ数は、野生型のMIE細胞による抗アルドラーゼA抗体処理と同等の減少率であった。以上より、アルド
ラーゼA発現の阻害はM細胞のプリオン蛋白結合蛍光ビーズのトランスサイトーシスを抑制することが判明した。

研究成果の概要（英文）： BSE is a fatal neurodegenerative disorder in cattle and is linked to 
variant Creutzfeldt-Jakob disease in humans. We show that M cells can incorporate large numbers of 
PrP coated magnetic particles into intracellular vesicles, which we collected. The results of 2-DE 
show a specific protein associated with the PrP-coated particles. This protein was identified as 
aldolase A using LC-MS/MS analysis. The binding of rbPrP to aldolase A was inhibited by 
pre-treatment of anti-aldolase A antibody. We established the aldolase-knockout cell line (MIE ALDOA
 -/- cells) by TALEN method. After the differentiation for M cell, MIE ALDOA -/- cells lacked the 
ability of transporting PrP coated magnetic particles into the basal media through the intracellular
 vesicles.
 These results suggest that bovine M cells synthesize aldolase A, and that aldolase A-positive M 
cells may play a key role in the invasion of BSE into the body.

研究分野：細胞生物学
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シス　抗体阻害
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１．研究開始当初の背景 
	 英国で 1986 年に発見された牛海綿状脳症
（BSE）はウシのプリオン病であり、以後２
年程の間に英国全土に広がり、日本において
もその発症が確認され、大きな政治・社会問
題へ発展した。さらに、1996 年英国におい
て新たな疾患概念として提唱されたヒトの
新変異型クロイツフェルトヤコブ病 (若年発
症型)が、牛由来食品を介した BSEのヒトへ
の伝播であることが証明された (Nature 
1997)。経口摂取した異常プリオン蛋白は腸
管から侵入するが、粘膜を介する抗原感作の
場である小腸パイエル板には樹状細胞を中
心とした抗原提示細胞が集中し、パイエル板
を覆う濾胞随伴上皮(ドーム上皮)には特殊な
上皮細胞であるM細胞が高頻度で存在する。
このM細胞は外来抗原を細胞内に取り込み、
下部リンパ組織に伝達する機能（高分子輸送
能：トランスサイトーシス）を有することか
ら、初期粘膜免疫応答において重要な役割を
担っている。 
	 申請者は、世界に先駆けて黒毛和種牛小腸
からウシ腸管上皮細胞株の樹立に成功し、確
立した in vitro M細胞分化誘導系を用いて、
M 細胞が異状プリオン蛋白を取り込んでト
ランスサイトーシスを行うことを世界で初
めて証明した(J Virology 2010)。さらに、プ
リオンノックアウトマウスを用いて、経口投
与した異状プリオン蛋白がマウス腸管 M 細
胞により取り込まれ、マクロファージに受け
渡されて腸間膜リンパ節および脾臓に運ば
れ、その間に神経細胞と接触するプリオン伝
播経路を初めて確認した(Am J Pathology 
2011)。また、ウシ腸管上皮細胞株をM細胞
に分化誘導させ、磁気ビーズを含有する細胞
内小胞を回収して LC-MS/MS 解析を行い、
膜輸送蛋白複合体トランスポートゾームラ
イブラリーの構築に成功し、プリオン蛋白に
結合する解糖系酵素 Fructose-bisphosphate 
aldolase A（アルドラーゼ A）の同定に成功
した。アルドラーゼ A は M 細胞より分泌さ
れ、輸送小胞中に存在し、高分子取り込みに
関わっていることを確認している。 
 
２．研究の目的 
	 解糖系酵素アルドラーゼAは sCJD患者と
プリオン感染マウスの脳髄液で増加が確認
され、神経細胞で発現しており、類似した
Aldolase C がプリオン蛋白に親和性がある
ことが報告されている。異常プリオン蛋白が
細胞内へ侵入することによってプリオン感
染は始動するが、その取り込み機構はほとん
ど解明されていないのが現状である。申請者
は、M細胞がビーズ単体に比較してプリオン
蛋白(PrP)結合ビーズを 1.6 倍多く取り込む
ことに加え、抗アルドラーゼ抗体処理がその
取り込みを 70％抑制するが、ビーズ単体の取
り込みには影響を与えなかったことより、プ
リオン蛋白の取り込みにはアルドラーゼ A
との結合が必須であることを発見した。アル

ドラーゼ A は細胞質蛋白であるにもかかわ
らず、細胞外へ分泌される非常に珍しい蛋白
である。プリオン蛋白は分泌されたアルドラ
ーゼ Aと複合体を形成し、M細胞膜上の受容
体に結合することによって、コート蛋白が集
合して初めて輸送小胞は出芽する。 
	 本研究では、ウシ腸管上皮細胞株のM細胞
分化誘導系による異状プリオン蛋白のトラ
ンスサイトーシスに及ぼすアルドラーゼ A
添加および抗アルドラーゼ抗体処理の影響
を解析する。次に、アルドラーゼ Aノックア
ウト細胞を作成し、異常プリオン蛋白の取り
込みとアルドラーゼ A との関係を明らかに
する。本研究終了時までには、構築した膜輸
送蛋白トランスポートゾームライブラリー
を用いて、プリオン蛋白・アルドラーゼ A複
合体が結合する輸送小胞の発芽に必須な M
細胞膜上の受容体の同定を行い、M細胞を介
したプリオン侵入機構の解明に加え、異常プ
リオン蛋白の伝播機構の解明を試みる。 
 
３．研究の方法 
	 申請者は、プリオン蛋白が M細胞内へ侵入
するには、M 細胞が分泌する解糖系酵素アル
ドラーゼ Aとの結合が必須であることを発見
した。本研究では、M 細胞およびアルドラー
ゼ Aノックアウト細胞を用いて、異常プリオ
ン蛋白の取り込みとアルドラーゼ Aとの関連
性を明らかにする。	
	 アルドラーゼ Aが M細胞の異常プリオン蛋
白取り込みに及ぼす影響を解析する目的で、
M 細胞分化したウシ腸管上皮細胞株の BIE 細
胞により下部培養液中にトランスサイトー
シスされた異状プリオン蛋白を、プリオン感
染が可能なマウス神経細胞株（N2aC4 細胞）
に添加培養し、異状プリオン蛋白は蛋白質分
解酵素に耐性であることより、蛋白質分解酵
素処理で正常型プリオン蛋白を消化し、感染
増幅した異状プリオン蛋白をウエスタン・ブ
ロット解析により検出する。	
	 アルドラーゼ Aノックアウト牛腸管上皮細
胞株を用いた取り込み機構の解析の為に、M
細胞はアルドラーゼ A合成・分泌することよ
り、内在性アルドラーゼ Aの影響を排除する
目的で、BIE 細胞を用いて TALEN 法によるア
ルドラーゼ A遺伝子ノックアウト細胞を樹立
する。そして、アルドラーゼ Aノックアウト
M 細胞の異常プリオン蛋白の取り込み解析に
加え、外因性のアルドラーゼ A添加が異常プ
リオン蛋白取り込みに与える影響解析およ
び異常プリオン蛋白・アルドラーゼ A複合体
の取り込みを解析し、プリオン感染における
アルドラーゼ Aの役割と受容体の存在を明ら
かにする。	
	 本研究終了時までにはプリオン蛋白・アル
ドラーゼ A複合体が結合する輸送小胞の発芽
に必須な M細胞膜上の受容体の同定し、受容
体の存在様式と機能の解析を行い、M 細胞を
介したプリオン侵入機構の解明に加え、神経
細胞における異常プリオン蛋白の伝播機構



の解明を試みる。	
	
４．研究成果	
	 解糖系酵素アルドラーゼ A 添加処理は、M
細胞の無処理蛍光ビーズ取り込み量には影
響を与えず、プリオン蛋白結合蛍光ビーズの
取り込み量を抑制することが判明した。さら
に、添加した FITC 標識アルドラーゼ Aが、M
細胞によって取り込まれて下部培地に輸送
されることに加え、M 細胞由来の細胞膜上ア
ルドラーゼ Aが減少することが明らかになっ
た。FITC 標識アルドラーゼ A抗体を添加した
実験では、下部培地中に FITC 標識アルドラ
ーゼ A 抗体が検出されることより、M 細胞由
来の膜上のアルドラーゼ A に FITC 標識アル
ドラーゼ A 抗体が結合し、M 細胞がその複合
体を取り込み、下部培地に輸送することが判
明した。この際も、M 細胞由来の細胞膜上ア
ルドラーゼ A が減少することが確認された。
以上より、M 細胞は添加した抗アルドラーゼ
A 抗体あるいはアルドラーゼ A と細胞膜上の
アルドラーゼ Aを共に取り込むことによって、
M 細胞膜上のアルドラーゼ A 発現が減少し、
プリオン蛋白の取り込みが抑制されること
を発見した。	
	 プリオン蛋白が腸管上皮細胞より分泌さ
れた解糖系酵素アルドラーゼ Aと結合して輸
送小胞へと取り込まれることがプリオン侵
入に必須であることを発見した。そこで、細
胞内アルドラーゼ Aをノックアウトすること
でアルドラーゼ Aの機能を阻害し、アルドラ
ーゼ Aの M細胞によるプリオン蛋白質トラン
スサイトーシス機構における役割を解析し
た。	
	 先ず、M 細胞に存在するアルドラーゼ A を
阻 害 す る 目 的 で 、 Transcriptio	
activator-like	effector	nuclease	(TALEN)
をマウス腸管上皮細胞株 MIE 細胞へトランス
フェクションし、アルドラーゼ Aのノックア
ウトを試みた。1st メチオニンを含む標的蛋
白のエキソン部位の塩基配列を認識するよ
うに TALEN を設計することで C末端のエンド
ヌクレアーゼが目的部位を切断することに
より、修復時に欠損して標的蛋白をノックア
ウトすることが出来る。	
	 TALEN 法によってアルドラーゼ A をノック
アウトした MIE 細胞（MIE	ALDOA-/-細胞）は
アルドラーゼ A の発現が無く、M 細胞に分化
誘導することによって M 細胞マーカーGP2 の
発現は確認された。M細胞分化 MIE	ALDOA-/-
細胞にプリオン蛋白結合蛍光ビーズを添加
し、9 時間後の下部培地中蛍光ビーズ数をフ
ローサイトメーター解析によって M細胞分化
MIE 細胞と比較解析した。トランスサイトー
シスされた蛍光ビーズの量は、アルドラーゼ
A のノックアウトによって無処置およびプリ
オン蛋白結合蛍光ビーズ両方で減少したが、
プリオン蛋白結合蛍光ビーズの方がより減
少し、野生型の M細胞分化 MIE 細胞による抗
アルドラーゼ A抗体処理と同等の減少率であ

った。以上より、アルドラーゼ A発現の阻害
は M細胞のプリオン蛋白結合蛍光ビーズのト
ランスサイトーシスを抑制することが判明
した。	
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